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Resumen  Algunas  especies  del  género  Brachyspira,  como  Brachyspira  pilosicoli,  Brachyspira
intermedia  y  Brachyspira  alvinipulli,  son  especies  patógenas  capaces  de  producir  enferme-
dad en  gallinas  ponedoras.  En  nuestro  país,  la  presencia  de  B.  pilosicoli  y  otras  especies  de
Brachyspira  ha  sido  informada  en  cerdos  y  en  perros,  pero  no  existen  antecedentes  de  su  pre-
sencia en  aves  de  corral.  En  este  estudio  se  analizaron  muestras  de  materia  fecal  y  de  contenido
de ciego  de  34  gallinas  ponedoras  de  4,  12  y  24  meses  provenientes  de  2  establecimientos  por
medio del  aislamiento,  la  realización  de  pruebas  bioquímicas  y  reacción  en  cadena  de  la  poli-
merasa. B.  pilosicoli  y  Brachyspira  spp.  fueron  identiﬁcadas  en  muestras  tomadas  de  aves  de
12 y  24  meses  de  edad.
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Abstract  Some  species  of  the  genus  Brachyspira  such  as  Brachyspira  pilosicoli,  Brachyspira
intermedia  and  Brachyspira  alvinipulli  are  pathogenic  species  capable  of  producing  disease
in laying  hens.  In  our  country,  the  presence  of  B.  pilosicoli  and  other  species  of  Brachys-
pigs  and  dogs  but  there  is  no  record  of  their  presence  in  poultry.pira has  been  reported  in  ∗ Autor para correspondencia.
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Fecal  and  cecal  content  samples  from  34  laying  hens  of  4,  12  and  24  months  of  age  from  two
farms were  analyzed  by  isolation,  biochemical  tests  and  PCR.  B.  pilosicoli  and  Brachyspira  spp.
were identiﬁed  in  samples  taken  from  laying  hens  of  12  and  24  months  of  age.
© 2016  Asociación  Argentina  de  Microbiología.  Published  by  Elsevier  España,  S.L.U.  This
is an  open  access  article  under  the  CC  BY-NC-ND  license  (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).
m
B
a
e
B
p
h
v
p
c
e
ﬁ
d
d
c
e
p
e
d
d
f
E
i
e
e
c
p
c
d
s
t
i
n
1
n
t
t
c
4
f
c
c
d
U
L
c
A
N
c
O
c
R
n
A
e
e
L
s
b
a
f
a
c
d
i

D
g
h
P
p
(
c
e
p
d
1
u
E
a
c
r
d
tLa  espiroquetosis  intestinal  aviar  (EIA)  es  una  enfer-
edad  producida  por  bacterias  pertenecientes  al  género
rachyspira.  Esta  enfermedad  afecta  al  ciego  y  al  colon  de
ves  de  corral  y  es  reconocida  como  un  problema  productivo
n  ponedoras  comerciales  desde  el  an˜o  198615.  El  género
rachyspira  comprende  varias  espiroquetas  comensales  y
atógenas  para  muchas  especies  animales,  incluyendo  al
ombre5.
En  aves  de  corral  se  han  informado  aislamientos  de
arias  especies;  sin  embargo,  se  reconocen  a  Brachyspira
ilosicoli,  Brachyspira  intermedia  y  Brachyspira  alvinipulli
omo  especies  patógenas  capaces  de  producir  enfermedad
n  gallinas  ponedoras15.  En  estas,  la  enfermedad  se  mani-
esta  con  signos  clínicos  inespecíﬁcos  como  diarrea  pegajosa
e  color  caramelo,  huevos  con  restos  de  materia  fecal  y
isminución  de  la  producción  de  aquellos9.
B.  pilosicoli  merece  una  atención  especial  puesto  que  es
onsiderada  una  especie  zoonótica.  Si  bien  existen  pocos
studios  acerca  de  la  distribución  y  la  transmisión  de  este
atógeno  a  humanos,  se  lo  ha  detectado  hasta  el  momento
n  pacientes  con  enfermedades  autoinmunitarias  o  inmuno-
eprimidos  y  en  habitantes  de  países  en  subdesarrollo3.
Se  han  identiﬁcado  casos  de  EIA  en  granjas  de  ponedoras
e  Europa,  América  y  Australia;  B.  pilosicoli  y  B.  intermedia
ueron  las  especies  involucradas  con  mayor  frecuencia4,7,11.
n  Argentina,  se  ha  informado  la  presencia  de  espiroquetas
ntestinales  del  género  Brachyspira  en  cerdos6,  pero  no  se  ha
ncontrado  en  la  literatura  informes  acerca  de  su  presencia
n  aves.
El  objetivo  del  presente  trabajo  fue  investigar  la  presen-
ia  de  B.  pilosicoli  y  otras  especies  de  Brachyspira  en  gallinas
onedoras  en  Argentina.
Se  tomaron  muestras  de  materia  fecal  y  de  contenido  de
iego  de  gallinas  ponedoras  de  2  granjas  del  centro-sur
e  la  provincia  de  Córdoba.  Las  granjas  A  y  B  estaban
ituadas  a  10  y  50  km  de  la  ciudad  de  Río  Cuarto,  respec-
ivamente.  Las  muestras  se  tomaron  al  azar.  No  se  había
nformado  en  ninguna  de  las  granjas  la  existencia  de  sig-
os  clínicos  compatibles  con  EIA.  De  la  granja  A  se  tomaron
0  muestras  de  materia  fecal  de  cada  uno  de  los  3  galpo-
es  del  establecimiento  (n  =  30).  Las  aves  del  primer  galpón
enían  4  meses  de  edad  y  las  de  los  2  galpones  restantes
enían  12  meses.  Todas  las  gallinas  tenían  buena  condición
orporal  y  buen  índice  de  postura.  En  la  granja  B  se  eligieron
 gallinas  de  descarte  de  24  meses  aproximadamente,  que
ueron  sacriﬁcadas  y  sometidas  a  necropsia  para  la  inspec-
ión  de  lesiones  y  para  la  toma  de  muestras  de  contenido  de
iego.  El  procedimiento  fue  aprobado  por  el  Comité  de  Ética
e  la  Investigación  de  la  Secretaría  de  Planiﬁcación  de  la
m
m
pniversidad  Nacional  de  Río  Cuarto,  expediente  N.◦ 36/11.
as  muestras  se  enviaron  refrigeradas  para  su  posterior  pro-
esamiento.
Este  trabajo  fue  realizado  en  el  Laboratorio  de  Patología
nimal,  Facultad  de  Agronomía  y Veterinaria,  Universidad
acional  de  Río  Cuarto  (Córdoba,  Argentina),  de  acuerdo
on  las  normas  internacionales  del  Council  for  International
rganizations  of  Medical  Sciences  (CIOMS).
Para  el  aislamiento  bacteriano  se  utilizó  un  medio  de
ultivo  selectivo  compuesto  por  agar  base  sangre  (Oxoid,
eino  Unido)  con  8  %  (v/v)  de  sangre  equina  desﬁbri-
ada  y  el  agregado  de  vancomicina  (1,25  mg/ml)  (Northia,
rgentina),  colistina  (1,25  mg/ml)  (Northia,  Argentina)  y
spectinomicina  (0,4  mg/ml)  (Sigma,  Alemania);  se  incubó
n  anaerobiosis  (Anaerogen,  Oxoid)  a  40 ◦C  durante  6-8  días.
as  placas  se  consideraron  positivas  al  aislamiento  cuando
e  observó  una  pátina  difusa  con  hemólisis  débil.
Para  conﬁrmar  la  presencia  de  microorganismos  compati-
les  con  espiroquetas  se  realizó  una  tinción  de  Gram.  Todos
quellos  cultivos  en  los  cuales  se  observaron  espiroquetas
ueron  sembrados  nuevamente  en  agar  base-sangre  sin
ntibióticos,  con  el  ﬁn  de  puriﬁcar  las  cepas.  La  identiﬁca-
ión  a  nivel  de  especie  se  realizó  considerando  el  resultado
e  pruebas  bioquímicas  y  ﬁsiológicas:  la  producción  de
ndol,  hidrólisis  del  hipurato  y  presencia  de  las  enzimas
 y  -glucosidasa  y  -galactosidasa  (Diatabs,  Rosco,
inamarca).
Con  el  ﬁn  de  corroborar  la  presencia  de  espiroquetas  del
énero  Brachyspira, de  todos  aquellos  cultivos  en  donde
ubo  crecimiento,  se  tomaron  muestras  para  realizar  una
CR  especíﬁca  de  género  que  ampliﬁca  el  gen  nox, cuyo
roducto  es  la  nicotinamida  adenina  dinucleótido  oxidasa
NADH-oxidasa),  una  enzima  que  la  bacteria  utiliza  para
onsumir  y protegerse  del  efecto  letal  del  oxígeno.  Para
llo,  el  ADN  fue  recuperado  a partir  de  un  hisopo  estéril
reviamente  friccionado  contra  la  superﬁcie  de  la  placa  en
onde  se  observaba  la  hemólisis  débil,  con  el  agregado  de
 ml  de  solución  ﬁsiológica  estéril.  El  ADN  fue  extraído  con
n  kit  comercial  (DNAzol,  Invitrogen,  Carlsbad,  California,
E.  UU.)  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.  Para  la
mpliﬁcación  del  gen  nox,  se  utilizaron  los  cebadores  y  las
ondiciones  descritas  por  Rhode  et  al.13.  Los  amplicones  fue-
on  observados  en  gel  de  agarosa  al  1%  ten˜ido  con  bromuro
e  etidio  (5  g/ml).
En  la  granja  A,  las  aves  de  4  meses  resultaron  negativas
anto  al  cultivo  como  a  la  PCR.  Trece  sobre  20  (13/20)
uestras  de  aves  de  12  meses  fueron  positivas  al  aisla-
iento  y  a  la  PCR.  De  las  13  muestras  positivas,  solo  fue
osible  realizar  las  pruebas  bioquímicas  sobre  3  cultivos.
Detección  de  Brachyspira  pilosicoli  y  otras  especies  de  Brachysp
Tabla  1  Proporción  de  muestras  de  materia  fecal  o  de  con-
tenido  de  ciego  de  gallinas  ponedoras  positivas  a  Brachyspira
spp.
Granja  Edad  de  las
aves  (meses)
Positivas  por
aislamiento
en  cultivo
Positivas  por
PCR
A  4  0/10  0/10
A 12  13/20a 13/20
B 24  2/4  2/4
a Solo 3 de las 13 muestras positivas pudieron investigarse
mediante pruebas bioquímicas, las que llevaron a su identiﬁ-
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Bcación como B. pilosicoli.
Estos  cultivos  resultaron  positivos  a  las  pruebas  de  hidrólisis
del  hipurato,  -galactosidasa  y  -glucosidasa,  y  negativos
a  la  reacción  de  indol  y  de  -glucosidasa,  lo  que  permite
concluir  que  estos  correspondían  a  la  especie  B.  pilosicoli.
En  la  granja  B,  2  sobre  4  (2/4)  muestras  fueron  positivas
al  cultivo  y  a  la  PCR.  Las  pruebas  bioquímicas  del  cultivo  de
estas  muestras  fueron  inespecíﬁcas  y  no  mostraron  concor-
dancia  con  ninguna  especie  de  Brachyspira  en  particular.
En  todos  los  casos,  las  mismas  muestras  positivas  al  cul-
tivo  lo  fueron  a  la  detección  por  PCR  para  la  identiﬁcación
del  género.  Estos  resultados  se  muestran  resumidos  en  la
tabla  1.
El  presente  informe  demuestra  la  presencia  de
B.  pilosicoli  y  otras  especies  de  Brachyspira  en  gran-
jas  avícolas  de  ponedoras  comerciales  ubicadas  en  la
provincia  de  Córdoba.  El  aislamiento  de  B.  pilosicoli  en
una  de  las  granjas  constituye  un  hallazgo  trascendente
para  la  salud  pública,  ya  que  este  patógeno  es  considerado
zoonótico3.  El  microorganismo  se  encontró  en  humanos  con
antecedentes  de  diarreas  intermitentes,  dolor  abdominal
y  enfermedades  gastrointestinales  recurrentes  y  ha  sido
hallado  en  personas  residentes  en  zonas  de  higiene  deﬁ-
ciente,  como  también  en  pacientes  positivos  al  virus  de  la
inmunodeﬁciencia  adquirida3.
La  metodología  utilizada  para  la  identiﬁcación  de  estos
microorganismos  requiere  de  muchos  pasajes  en  medios  de
cultivo  y  de  varios  días  para  la  puriﬁcación  de  las  cepas,  y  su
posterior  identiﬁcación  mediante  pruebas  bioquímicas.  Ade-
más,  se  considera  Brachyspira  como  una  bacteria  fastidiosa
debido  a  su  diﬁcultad  en  el  cultivo1,12.  Por  esa  razón,  en
este  estudio  no  se  pudo  identiﬁcar  este  microorganismo
en  todas  las  muestras  que  resultaron  positivas.  Esto  coin-
cide  con  quienes  informaron  que,  además  de  la  utilización
de  diferentes  técnicas  de  puriﬁcación  de  cepas,  deben  reali-
zarse  varios  cultivos  a  partir  del  cultivo  primario,  sin  poder
llegar,  en  algunas  ocasiones,  al  cultivo  puro2-4,7.  Además,
hay  pocas  diferencias  fenotípicas  entre  las  especies,  lo  que
hace  que  la  identiﬁcación  resulte  más  compleja  respecto  de
otras  técnicas,  como  la  PCR,  cuando  se  trabaja  a  partir
de  muestras  clínicas8.
Las  cepas  obtenidas  de  las  muestras  de  aves  de  aproxi-
madamente  24  meses  de  edad  no  pudieron  ser  identiﬁcadas
por  pruebas  bioquímicas;  sin  embargo,  las  características
de  los  aislamientos  obtenidos  y  los  resultados  de  PCR
indican  que  se  trata  de  bacterias  del  género  Brachyspira.
Estos  resultados  conﬁrman  la  diﬁcultad  de  llegar  a unaira  69
dentiﬁcación  especie-especíﬁca  y  la  necesidad  de  combinar
arias  técnicas  para  llegar  a  un  diagnóstico  adecuado4,7.
En  concordancia  con  lo  informado  por  Stephens  y
ampson14, no  se  encontraron  muestras  positivas  en  anima-
es  menores  de  4  meses.  En  este  sentido,  hemos  realizado
ultivos  de  materia  fecal  de  animales  provenientes  de
ranjas  de  pollos  parrilleros  de  50  días  aproximadamente
 no  encontramos  ninguna  muestra  positiva  (datos  no
ublicados).
Hay  autores  que  indican  que  tanto  la  enfermedad
EIA)  como  la  presencia  del  agente  se  presentan  en  aves
riadas  en  sistemas  semi-intensivos,  con  piso  y  pastoreo,
 aﬁrman  que  las  muestras  que  procedían  de  granjas  con
istemas  de  jaulas  resultaron  negativas2.  En  el  presente
studio  se  obtuvieron  aislamientos  positivos  a  partir  de
ves  provenientes  de  sistemas  productivos  en  jaulas,  con
allinas  que  no  realizaban  ningún  ciclo  de  su  producción
n  pastoreo  o  en  piso.  Esto  coincide  con  lo  comunicado  por
hillips  et  al.10, quienes  informaron  la  presentación  de  EIA
n  aves  alojadas  en  jaulas.
Debido  a  su  carácter  zoonótico,  el  hallazgo  de
.  pilosicoli en  aves  ponedoras  de  nuestro  país  debería  com-
rometer  a los  profesionales  vinculados  con  estos  sistemas
roductivos  a  profundizar  en  el  conocimiento  de  este  micro-
rganismo  y  de  la  enfermedad  que  produce,  tanto  en  los
nimales  como  en  el  ser  humano.  Conscientes  de  esta  nece-
idad,  consideramos  que  este  informe  sienta  un  precedente
ara  futuros  estudios  acerca  de  la  enfermedad  en  las  aves  y
u  diagnóstico  en  gallinas  ponedoras.
esponsabilidades éticas
rotección  de  personas  y  animales.  Los  autores  decla-
an  que  los  procedimientos  seguidos  se  conformaron  a  las
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onsable  y  de  acuerdo  con  la  Asociación  Médica  Mundial  y
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